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論文内容要旨
研究目的
と
 細胞内塩素イオン濃度([C1一]、)やセカンドメッセンジャー系を生理的な状態に保ったままパッ
 チクランプ法による記録がおこなえる新しいテクニックであるグラミシジン穿孔パッチ法を用い
 て実験を行った。本法により従来の記録に比してより生理的な条件下でのラット視床下部腹内側
 核(VMH)ニューロンにおけるグリシン応答を観察するとともに,このような微小中枢ニュー
 ロンの生理的な[C1一]、を知ることを目的とした。
研究結果
 近年,ラットCA3ニューロンの早期成長過程において[Cl一]・の変化が見られ,成長に従っ
 てグリシン応答が脱分極から過分極へと移行すること,[Cl一]の違いにより,グリシンレセプター
 のpermeabilitystateが変化すること,また[Cr]iがGたんぱくの活性を制御することなどが
 報告されていることからも,生理的な[C1一]、下で細胞の応答を記録することや,正確な[C1一]、
 測定することが望まれていた。従来の[Cl一]、の測定法である塩素イオン選択性微小電極法や塩
 素イオン感受性蛍光色素法は,さまざまな欠点があり,これらにより測定した[Cl一]、は正確で
 あるとはいえなかった。今回我々は抗生物質であるグラミシジンが一価の陽イオンのみに透過性
 を有する性質を利用して,[C1一]、やセカンドメッセンジャー系を生理的な状態に保ったまま,生
 後8-12日のラットより単離したVMHニューロンにおけるグリシンの応答を記録し,また生
 理的な[Cl一]1を知ることができた。また一価の陽陰両イオンに透過性を有するニスタチンを
 用いた穿孔法による記録と比較した。
 保持電位が一40mVのとき10-4Mグリシンによりニスタチン穿孔法では内向きの,グラミシ
 ジン穿孔法では外向きの電流が惹起された。このグリシンによる電流はともに塩素イオンチャン
 ネルを介したものであることが確かめられた。濃度一反応曲線において,half-maximumeffec-
 tiveconcentra七ion(EC㈲),Hill係数はそれぞれニスタチン穿孔法で2・9×10-5M,1.1,グラミ
 シジン穿孔法では4.2×10-5M,L4と両者間に差は認められなかったが,細胞内メカニズムを
 介する薬物の反応を記録する場合には有意な薬理学的な違いがみられることが予想される。また
 この結果はグリシンレセプターのグリシン親和性が[C1一]、のちがいにより影響されないという
 ことを示唆している。VMHニューロンにおいて10-4Mグリシンにより惹起される電流はスト
 リキニンにより抑制されたが典型的な競合的パターンは示さず,またhalf-inhibitionconcen-
 tration(IC50)はし9×10-8Mであった。ラットのグリシンレセプターαサブユニットはその薬
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 ・理学的特性のちがいにより3つのサブタイプにわけられ,早期の成長過程において表われるサブ
 タイプがスイッチングする。今回用いた生後2週のラットVMHニューロンにおいても全てが同
 一のサブタイプではない可能性があり,そのために典型的な競合的パターンを示さなかったので
 はないかと考えられた。
 グラミシジン穿孔法によりVMHニューロンにおけるグリシンの平衡電位をランプ法により測
 定すると一75.0一一24.8mV(n=28)であり,ニスタチン穿孔法により得られる一i.5mVとは,
 異なっていた。また,28の細胞のうち,ほとんどの細胞が静止膜電位よりグリシンの平衡電位
 の方が過分極倒にあった。この数値をもとに,[C1一]1を,ネルンストの式より算出したところ,
 6.0-43.8mM(n=28)の範囲にあることがわかった。これだけの幅がみられる理由としては,
 早期成長過程における[Cl一]・の減少方向への変化がVMHニューロン間でずれがあるため,あ
 るいはVMHにおいて機能的に異なる2種のニューロンの存在が知られているが,細胞の種類に
 よって[C1一]・が異なる可能性があるためと考えられた。
 研究の意義,独創的な点
 グラミシジン穿孔法という新しいテクニックを用いて,ラットのVMHニューロンにおいて
 [Cl一]及びセカンドメッセンジャー系を生理的な状態に保ったままでのグリシン応答を初めて記
 録し,さらに生理的な[Cl司・を明らかにできた。
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 審査結果の要旨
 近年,ラットCA3ニューロンの早期成長過程において[Cr]、の変化が見られ,成長に従って
 グリシン応答が脱分極から過分極へと移行すること,[C1司iの違いにより,グリシンレセプター
 のpefmeabilitystateが変化すること,また[Cl一]、がGたんぱくの活性を制御することなどが
 報告されている。しかし,従来の[C1一]、の測定法では塩素イオン選択性微小電極法や塩素イオ
 ン感受性蛍光色素法で行われておりさまざまな欠点があり,生理的な[Cl一]、下で細胞の応答を
 記録することや,正確な[C1一]、を測定することが望まれている。本研究は生理的な状態に保っ
 たまま記録がおこなえる新しいテクニックであるグラミシジン穿孔パッチ法を用いてラット視床
 下部腹内側核(VMH)ニューロンにおけるグリシン応答を観察するとともに,このような微小
 中枢ニューロンの生理学的な[C1一]1を知ることを目的としたものである。生後8-12日のラッ
 トより単離したVMHニューロンにおける保持電位が40mVのとき10-4Mグリシンによりニス
 タチン穿孔法では内向きの,グラミシジン穿孔法では外向きの電流が惹起された6このグリシン
 による電流はともに塩素イオンチャンネルを介したものであることが確かめられた。濃度一反応
 曲線において,half-maximumeffectiveconcentration(EC印),Hn1係数はそれぞれニスタチ
 ン穿孔法で2.9×10-5M,1.1,グラミシジン穿孔法では4.2×10-5M,1.4と両者間に差は認め
 られなかったが,細胞内メカニズムを介する薬物の反応を記録する場合には有意な薬理学的な違
 いがみられることが予想される。またこの結果はグリシンレセプターのグリシン親和性が[C1司
 iの違いにより影響されないということを示唆している。VMHニューロンにおいて10『4Mグリ
 シンにより惹起される電流はストリキニンにより抑制され,half-inhibitationconcentration
 (IC5。)は1.9×10『BMであった。この数値をもとに,[Cl一]iを,ネルンストの式より算出したと
 ころ,6.0-43.8mM(n=28)の範囲にあることがわかった。これだけの幅がみられる理由とし
 ては,早期成長過程における[Cl}]・の減少方向への変化がVMHニューロン聞でずれがあるた
 め,あるいはVMHにおいて機能的に異なる2種のニューロンの存在が知られているが,細胞の
 種類によって[C1『]、が異なる可能性があるためと考えられた。以下のごとくグラミシジン穿孔
 法という新しいテクニックを用いて,ラットのVMHニューロンにおいて[C1一]i及びセカン!ド
 メッセンジャー系を生理的な状態に保ったままでのグリシン応答を初めて記録し,さらに生理的
 な[Cl一]・を明らかにした画期的な仕事であり学位に値するものと考える。
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